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細胞培養 :受精後 16日のニワ トリ肱胸骨原基から､分化段階の異なる増殖期 (lower
sternum:LS)･肥大化期 (upperstemum:US)軟骨細胞を採取した｡ヒト軟骨肉腫由
来HCSl2/8細胞､ヒト乳癌細胞株MDA･231細胞は10%FBS添加 DIMEM培地にて培
養したO
RNAの抽出およびリアルタイムRT-PCR:RNAの抽出は､ISOGENを用いて行った｡リアル
タイムRTLPCRは､LightCyclerシステムを用いたO
マイクロアレイ解析 :ニワトリLS･US細胞､HCS･2/8細胞､HeLa細胞から全RNAを回
収後､小分子RNAを分離し､mirVanamiRNABioarrayにて解析を行った.
/hsm'co解析 :オンラインプログラムであるTargetScanを用いたo
合成miRNAの遺伝子導入 :成熟miRNAは､B･Bridgeinternationallncに化学合成を依
頼した.各細胞は､遺伝子導入 24時間前に播種後､Lipofectamin2000を用い細胞内導
入した｡24時間後に上清を交換し､48時間後にRNAを回収した｡
レポーター プラスミドの構築 :レポーターは､pGL3･L(+)のホタルルシフェラーゼ遺伝子下流
にTargetScanによるmiRNA結合予測配列を化学合成して組み込んだ｡
ルシフェラー ゼアッセイ:合成miRNAの導入から8時間後にFugene6を用いて､pGL3･181TS
および phRLITK を同時に導入した｡24時間後に上清交換､48時間後に細胞抽出被を
作成し､適法によりルシフェラーゼ活性を測定した｡
ウェスタンブロッティング :合成 miRNAの導入から78時間後に細胞タンパク質を回収後､
SDS･PAGEにて分離し､抗 CCNl抗体および抗アクチン抗体を用いて ECLWestem
BlottingDetectionシステムにて検出した｡
【結果】
1.ニワトリ軟骨細胞の後期分化に関与するmiRNAの探索
LSからUSにかけて発現が低下するmiRNAをマイクロアレイにて比較解析した結果､
US細胞において発現が低下する5つのmiRNAを見出だした｡
2./～smbo解析によるmiRNAの選抜
5つのmiRNAの中で､miR･1､miR･466の2種類が種を超えて存在しており､また
TargetScanによる標的遺伝子予測からmiR･1に焦点を絞り研究を進めた｡
3.miR-1がHCS-2/8細胞において軟骨細胞形質マー カー に与える影響
合成miR11をHCS･2/8細胞に強制導入したところ､軟骨細胞マーカーであるアグリカ
ンの発現量は有意に低下したが､肥大化マーカーである CCN2の発現量には影響を認
めなかった｡
4.ニワトリ軟骨細胞におけるmiR-1の分化段階特異的な影響
US･LS細胞にmiR-1を強制導入すると､アグリカンの発現量はUS細胞においての
み有意に低下し､LS細胞においては影響を認めなかった0
5.ccNl遺伝子の制御に関与するmiRNAの探索
CCNlmRNA3'-UTR中に結合が予測されるmiRNAを探索した結果､miR･181が選
出された｡合成miR･181aおよびレポータープラスミドを用いてHCS-2/8細胞でレポ
ータージーンアッセイを行うと､miR-181aによる遺伝子発現抑制がみられた｡
6.miR-181aによる細胞種特異的なCCNl遺伝子転写後調節機構
合成miR･18laを強制導入し､ウェスタンブロッティングを行ったところ､CCNlタン
パク質レベルは低下した｡一方､mRNAに対する影響はMDA231細胞においてのみ認
め､HCS･2/8細胞では認めなかった｡
7.軟骨細胞におけるmiR-181aの生物学的重要性
miR-181aの導入によってアグリカンの発現は大きく低下したが､COLIOおよびCCN2
の発現は増強傾向を認めた｡
8.軟骨細胞におけるmiR-181ファミリー メンバーの発現
マイクロアレイにてHCS･2/8およびHeLa細胞間におけるmiR･181ファミリー メンバ
ーの発現量を比較すると､全メンバーにおいて軟骨細胞でより多くの発現を認めた｡ま
た､ニワトリUS･LS細胞間の比較では､US細胞においてより多く発現を認めた｡
【考察】
本研究では､軟骨細胞の後期分化に従い発現が低下するmiRNAとしてmiR･1を､CCNl
遺伝子転写後調節に関与するmiRNAとしてmiR-181aを同定した｡2つのmiRNAは
ともに軟骨細胞形質を制御していたことから､新たな miRNAによる内軟骨性骨形成制
御機構が解明された｡これらの制御機構は､生理的状態のみならず病的状態においても
重要な機能を果たす可能性があり､さらなる研究の進展が期待される｡
